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 論文内容の要旨 
 
要 旨 
植物におけるリン酸代謝機構を解明することを目的とし、ゲノム生物学的手法により、リン
酸飢餓応答性に関する研究を行った。本研究では、ゲノムレベルでの解析を行うため、ゲノム
配列情報や EST の利用が可能なシロイヌナズナを用いた。また、ゲノム情報を利用して大量遺
伝子発現解析を行う手法として、DNA アレイ法を用いた。 
研究開始当初は利用可能な EST が少なく、遺伝子構造予測も困難な状況であった。そこで EST
が得られていない遺伝子も含めた発現解析を行うため、原核生物で利用されているゲノム配列
を利用したゲノム DNA アレイ法の開発を行った。次に、リン酸飢餓応答性の遺伝子発現解析を
広く農作物において行うため、モデル植物の遺伝情報の応用的利用について研究を行った。分
子的知見が得られているアブラナ科植物の生殖器官特異的遺伝子をモデルとし、アレイ解析結
果の妥当性を判断した。植物のリン酸飢餓応答の解析には、シロイヌナズナ全遺伝子の約 87％
に相当する遺伝子を対象とした 2 種類の DNA アレイを用いた。シロイヌナズナの 247 種のアク
セッションと、代表的アクセッションであるコロンビアを低リン酸条件で生育を比較し、リン
酸条件に対する応答性を調べた。さらに、EST クローンを使用した cDNA マクロアレイと合成オ
リゴ配列を使用したマイクロアレイを用いて、リン酸飢餓が引き起こす代謝への影響や、光合
成に関連した遺伝子の発現変化を解析し、植物のリン酸飢餓応答性を解明した。 
ゲノム DNA アレイ法による植物遺伝子発現解析手法の開発 
シロイヌナズナゲノム配列解読に使用された平均長2.9kbのゲノム小断片クローンから、５
番染色体長腕部のテロメア側の約50％（6.8Mb）をカバーする2,541個のクローンを選抜し、ナ
イロンメンブレンにスポットしたゲノムDNAアレイを作製した。ヒト遺伝子を内部コントロー
ルとした定量性の検討実験から、植物のmRNAに対して0.05〜7.5%に混合したヒトcDNA標識物は、
試験したすべての濃度で直線性を示した。Fisher’s LSD0.01検定による有為シグナル判定を行
った結果、ゲノムDNAアレイにより得られた遺伝子発現量は定量性を持っていると判断した。
低温処理した植物体から抽出したmRNAを用いた結果、ゲノムDNAアレイによる遺伝子発現解析
結果は、各親クローン中に予測された遺伝子構造領域とよく一致しており、低温処理に応答し
た特異的発現領域を見いだした。ESTの見つかっていない56個の遺伝子を含む50個のゲノムク
ローンを選び、サザン法とRT-PCRにより10個の新規な遺伝子発現を同定することができた。リ
ン酸飢餓処理を行った実験では、リン欠処理に応答して遺伝子発現が変化したゲノム領域を見
いだすことができた。TA00712905L(K8K14)クローン中に予測された転写因子Myb-related 
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 protein 33.3KDについてノーザンブロットハイブリダイゼーションを行った結果、アレイによ
るデータと同様の発現が認められた。また、6.8Mbのゲノム領域において、遺伝子構造予測が
無い領域から有為なシグナルが確認された領域が22箇所見いだされた。インターネット上の数
種のゲノムデータベースを利用した結果、新規ESTやexonが追加された遺伝子を除き、非遺伝
子構造領域における発現箇所を5ヶ所特定した。ゲノムDNAアレイ解析の結果、6.8Mb領域中の
6Mbにおよぶ領域では、高密度な遺伝子発現が起きている様子が明らかとなった。 
モデル植物ゲノム情報の他作物での遺伝子発現解析への利用 
トマトおよびダイズの葉から抽出したmRNAを用いて、シロイヌナズナcDNAアレイにハイブリ
ダイゼーションを行ったところ、55℃,0.5xSSC, 15分×2回という条件で遺伝子発現プロファ
イリングが可能であった。アブラナ科植物Brassica oleraceaの葯において強く発現する遺伝
子を同定するため、3ステージ（１核期、2核期、成熟期）の花粉を含む葯と雌蕊からmRNAを抽
出し、シロイヌナズナcDNAアレイに対してハイブリダイゼーションを行った。全3ステージを
通して葉と比較して6倍以上の発現比を示した遺伝子クローンについて、発現パターンの類似
した3つの遺伝子グループを分類することができた。葯特異的発現遺伝子25個のcDNAクローン
について、B. oleracea由来の葯(BA1,BA2,BA3)、花粉(BP3)、葉(BL)と、シロイヌナズナの花
(AF)及び葉(AL) から抽出したmRNAを用いて、シロイヌナズナゲノム配列から設計した特異的
プライマーによりRT-PCRを行った。この結果、供試した25クローンのうち19クローンはAFに特
異的であったことから、生殖器官特異的な発現遺伝子であると考えられた。さらに、RT-PCR産
物の部分配列解読を行ったところ、シロイヌナズナcDNAマクロアレイにおいて特異的発現性を
示したクローンは、B. oleraceaのpoly (A)+ RNAから増幅されたPCR断片と同祖関係にある遺伝
子であった。以上の研究は、モデル植物のゲノム情報を利用して、他作物においてゲノムレベ
ルでの遺伝子発現解析を行うことが可能であることを示した。 
シロイヌナズナ系統のリン酸応答 
シロイヌナズナの247種のアクセッションを低リン酸MS培地(KH2PO4:100μM)に無菌播種し、
代表的アクセッションであるコロンビアと生育の比較を行った。この結果、播種後 35 日目に
コロンビアと同等の生育を示したものは全体の約 45％であった。また、低リン酸条件でコロン
ビアとは明らかに異なる生育を示した系統が見いだされた。シャーレ中で開花、結実したもの
が 4 系統、約 2 ヶ月後の観察においても緑色を保ち生育を行っているものが 2 系統あった。こ
れら特徴的なアクセッションについて、低リン酸 MS 培地(KH2PO4:100μM)と標準リン酸 MS 培地
(KH2PO4:1mM)に同時に播種し、3 ヶ月後に地上部の乾燥重量を比較した結果、リン酸濃度の差
に応じて生長量が大きく異なる系統と、ほとんど差を生じない系統に分かれた。本研究から、
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 コロンビアは低リン酸条件において平均的な生育を示すことがわかった。また、低リン酸条件
に応答して生育が異なるアクセッションを見いだすことができた。  
リン酸飢餓における網羅的遺伝子発現解析  
無菌的な条件で液体回転培養したシロイヌナズナの植物体を用い、実験開始時の約 1/3 の量
に相当する 390μM のリン酸が残存している 21 日目に、リン酸濃度を 10μM に調整した改変
MS 培地へ移植してリン酸飢餓処理を行った。マクロアレイでは 9,764 遺伝子クローンについ
て発現解析を行った。無処理区をコントロールとした解析の結果、24 時間区では発現が変化す
る遺伝子が多く見られた。発現比が 5 倍以上を示したものは 330 個、1/5 以下を示したものは
238 個が得られた。発現比が 5 倍以上の遺伝子には、リン酸欠乏に応答性を示すことが報告さ
れている RNA 分解酵素(RNS1)、高親和性リン酸トランスポーター(AtPT2)、含硫脂質合成遺伝
子（SQD1 、SQD2）が含まれていた。発現比が 1/5 以下に減少した遺伝子群には、光化学反応
系の構成に関与する遺伝子や、Rubisco タンパクに関連した遺伝子が多く含まれていた。3 つの
光合成関連遺伝子(Rubisco LSU、LHCP、PORC)の抗体を用いたウェスタンブロットの結果から、
タンパク質レベルでも同様に減少していることが明らかとなった。  
マイクロアレイでは、21,500 個のシロイヌナズナ遺伝子について発現解析を行った。マイク
ロアレイには、マクロアレイで使用したクローンが 9,200 個(94.2%:9200/9764)含まれていた。
マクロアレイでの実験と同様のリン酸飢餓処理を行い、コントロールとして並行無処理区(24, 
48, 72 時間)を用いて解析を行ったところ、48 時間で遺伝子発現の変動が最も大きくなり、72
時間で沈静化するという傾向が認められた。マクロアレイの結果と同様に、RNS1、AtPT2、SQD1
および SQD2 などが強い発現を示していた。解糖系においてもリン酸飢餓適応したバイパス経
路代謝(PEP→OAA)が誘導されていることから、リン酸飢餓特異的な遺伝子発現が起きている
ことが示された。発現が 5 倍以上に上昇した遺伝子が 70 個得られ、デンプン合成や糖代謝関
連遺伝子や、リン酸ホメオスタシスに関与する遺伝子、新規トランスポーターなどが含まれて
いた。また、酵母の PHO81 と共通の SPX ドメインを持つ ids4-related 遺伝子が含まれていた。
光合成に関連した遺伝子の発現変化は、マクロアレイの結果と同様に抑制されているものが多
く見られた。カルビン回路に関与する遺伝子について調べたところ、全体に発現が減少してお
り、リン酸飢餓により葉緑体の活性が低下していることが示唆された。以上のことから、植物
ではリン酸飢餓に応答してリン酸の吸収増大を行い、一方では代謝経路や光合成系においてリ
ン酸消費を抑制あるいは有効利用している様子が明らかとなった。DNA アレイ法により、ゲ
ノムワイドな植物のリン酸飢餓応答性を解明することができた。  
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 論文審査結果の要旨 
 
本論文は、生物学のなかで新しい研究分野であるゲノム生物学において研究手法を模索
し、正攻法で果敢に研究にチャレンジし、植物のリン酸飢餓応答における遺伝子発現の様
相を明らかとして新しい知見を得ているので、博士論文として妥当であるとの結論に至っ
た。以下に審査の詳細を述べる。本論文は、ゲノム生物学の手法を用いた網羅的な解析を
行なうための方法論の開発と、その手法に基づいて植物のリン酸飢餓に応答した遺伝子発
現の様相を明らかとすることを研究の目的としている。ゲノム生物学的な網羅的遺伝子発
現解析を行なうために、高等生物では例のないゲノム DNA アレイ法の開発をゲノム解読
が終了したシロイヌナズナを用いて行ない、その結果、遺伝子注釈がなされていない領域
での転写産物を見出すなど、新たな知見を得ている。シロイヌナズナ以外の植物種におい
て、ゲノム生物学の手法を拡張できないかどうかを研究し、シロイヌナズナの遺伝子クロ
ーンを用いて作製した DNA アレイを近縁植物キャベツにおける遺伝子発現解析に用いて、
葯の形成時期に発現する新規な遺伝子群を見出している。この結果は、ゲノム解読されて
いない植物種においても、ある程度の網羅的解析の可能性を示したこととして評価できる。
さらに、ゲノム解析的手法を植物のリン酸応答性に適用することを目的として、シロイヌ
ナズナの各種アクセッションにおけるリン酸応答の挙動を明らかとし、特異なリン酸応答
を示すアクセッションの存在を明らかとするとともに、ゲノム解読に用いられたコロンビ
ア種は標準的なリン酸応答を示すことを明らかとしている。コロンビア種におけるリン酸
飢餓状態における遺伝子発現応答を２種類の DNA アレイ法を用いて解析して、従来の研
究で知られているリン酸応答現象を網羅的な遺伝子発現のなかで位置づけておりゲノム生
物学的手法の有効性を示したことは評価に値する。また、リン酸飢餓によって葉緑体にタ
ーゲットされるタンパク質をコードする遺伝子群が発現抑制されていることを見出すとと
もに、光合成関係の葉緑体タンパク質が減少していることを始めて明らかとするなど、ゲ
ノム生物学の手法を用いた新規な知見を得ている。以上の結果は、自立して研究活動を行
うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，天谷正行提出
の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。  
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